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(57) Abstract 

The invention relates to a vectorial cloning system consisting of a sequence of nucleotides, containing a fusion sequence and one 
or several restriction endonucleases, recognition sites for restriction endonucleases cutting outside their recognition sites, in addition to 
containing one or several other restriction endonuclease recognition sites which can be used to clone a foreign protein as well as the 
sequence for the desired foreign protein, wherein the foreign protein sequence is directly located on the fusion sequence after a subsequent 
restriction with the restriction endonucleases, followed by religation. 
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(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft ein Vektor-System zur Klonierung bestehend aus einer Sequenz von Nukleotiden, welches eine Fusion- 
ssequenz und eine oder mehrere Restriktionsendonuklease-Erkennungsstellen fur Restriktionsendonukleasen, die auBerhalb ihrer Erken- 
nungsstellen schneiden, zusatzlich zu einer oder mehreren weiteren fur eine Klonierung eines Fremdproteins verwendbaren Restriktion- 
sendonuklease-Erkennungsstellen sowie die Sequenz fur das gewunschte Fremdprotein enthalt, wobei durch anschlieBende Restriktion 
mit den Restriktionsendonukleasen und nachfolgende Religierung die Fremdprotein-Sequenz unmittelbar an die Fusionssequenz zu liegen 
kommt. 
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VEKTOR-SYSTEM ZUR KLONIERUNG VON ONA 

Die Erfindung betrifft ein Vektor-System zur Klonierung. 

5 Gangige Vektoren, die zur Klonierung in prokaryontischen Sy- 
stemen verwendet werden, enthalten in aller Regel folgende 
Merkmale: ein Selektionsgen, z.B. das fur die Ampicillinre- 
sistenz codierende Gen, ein Markergen, das z.B. aufgrund 
Farbreaktion wie beim lacZ-Gen eine Unterscheidung von Vek- 
10 toren mit und ohne Insert zulaftt, und vor allem ein origin 
of replication. Zum Stand der Technik ist auch auf folgende 
Druckschrif ten hinzuweisen: 

a) EP 0 532 043 A2, 
15 b) EP 0 466 332 A2, 

c) EP 0 293 249 Al, 

d) GB 22 12 160 A und 

e) US 51 96 524. 

20 Das Vektorsystem gemafi lit. c besteht aus einer Sequenz von 
Nukleotiden, die fur die Expression eines Fusionsproteins 
codiert. Die Fremdprotein-Sequenz ist hier allerdings unmit- 
telbar mit der Sequenz fur ein Enzym verknupft und nicht 
wahrend des Klonierungsvorgangs durch weitere Strukturen ge- 

25 trennt. 

*> 

In Systemen, die nicht auf Plasmiden, sondern auf Phagen ba- 
sieren, kommen weitere genetische Eiemente hinzu, die fur 
die Funktionen des Lebenszyklus des Phagen wichtig sind. 
30 Wird in solchen Systemen eine fremde Sequenz in ein Marker- 
gen eingesetzt, so werden dafur gewohnlich Schnittstellen 
verwendet, die im Vektor nur wenige Male bevorzugterweise 
nur einmal vorkommen. Eine Reihe solcher Schnittstellen ist 
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gewohnlich in einem sogenannten multiple cloning site ange- 
ordnet. Aufier diesem multiple cloning site kommen in einigen 
Vektoren, die der Expression fremder Proteine dienen, noch 
weitere Elemente hinzu. In einigen Genen w-i-rd dazu eine Se- 
5 quenz verwendet, die in einem Fusionsprotein mit dem zu klo- 
nierenden Insert resultiert, welches dann eine Affinitat zu 
z.B. Maltoseresten oder Nickelchelaten hat. An diese Reste 
schlieiit sich in einigen Fallen/ eine Erkennungssequenz fur 
eine Proteinase, z.B. den Faktor Xa an. Diese Proteinase- 

10 Schnittstellen ermoglichen nach der Aufreinigung mittels Af- 
f initatschromatographie ein Spalten des Fusionsproteins in 
den Af f initatsanteil und das eigentlich zu exprimierende 
Fremdprotein. Da jedoch im AnschluB an diese Proteinase- 
Schnittstelle in aller Regel eine multiple cloning site- 

15 Sequenz folgt, in die zu exprimierende Sequenz einkloniert 
ist, verbleiben nach dem Proteinaseprozessieren des Fusions- 
proteins am zu exprimierenden Fremdprotein noch weitere, oft 
unerwiinschte Aminosauren. 

20 Die meisten zu exprimierenden Fremdprotein-Sequenzen liegen 
in einer Nukleinsaure-Umgebung vor, die eine direkte Klonie- 
rung im direkten Anschluii an eine Endoproteinase- 
Erkennungssequenz nicht effizient mit gangigen Klonierungs- 
strategien zulassen. Durch die Verwendung eines multiple 

25 cloning site im Anschluii (d.h. 3 1 von der Endoproteinase- 
Erkennungssequenz ) an die Endoproteinase-Er kennungssequenz 
wird eine Klonierung von zu exprimierenden Fremdprotein- 
Sequenzen sehr erleichtert. Nachteilig ist dabei, dafl man 
auf Proteinebene nach einem Verdau mit dem die entsprechende 

30 Proteinsequenz erkennenden Enzym nicht das zu exprimierenden 
Fremdprotein gewinnt, sondern ein Fusionsprotein, das die ..zu 
exprimierende Fremdprotein-Sequenz umfafit, mit weiteren Ami- 
nosauren, die von den Resten der multiple cloning site co- 
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3 

diert sind. 

Aufgabe der Erfindung ist die Bereitstellung eines neuen 
Vektorsystems zur Klonierung von Fremdproteinen, welches die 
5 Nachteile des Standes der Technik vermeidet. Diese Aufgabe 
wird durch die Merkmale der Anspruche 1 und 10 gelost. Vor- 
teilhafte Ausgestaltungen ergeben sich aus den Merkmalen der 
Anspruche 2-9 und 11. 

10 Die Verwendung des hier vorgestellten Klonierungsvek tor- 
Systems erlaubt nun, in einem nachfolgenden Verdau- und Re- 
ligationsschritt , die zu exprimierenden Fremdprotein-Sequenz 
direkt an eine Endoproteinase-Erkennungssequenz heranzuzie- 
hen. Dadurch ist gewahrt, daft die zu exprimierenden 

15 Fremdprotein-Sequenz aus einem exprimierten Fusionsprotein 
nach Verdau mit dem die entsprechende Proteinsequenz erken- 
nenden Enzym ohne weitere Anteile freigesetzt wird. 

Ein besonderer Vorteil ist auch darin zu sehen, daft im Zuge 
20 des hier vorgestellten Verfahrens eine Wahl des Leserahmens 

frei moglich ist. Dadurch ist nicht nur ein exaktes Positio- 

nieren des zu exprimierenden Fremdgenanteils moglich, son- 

dern auch eine Definition des Starts des Fusionsgenanteils . 

Urn der durch den Klonierungsvorgang bedingten unerwiinschten 
25 Expression zusatzlicher Peptidanteile am zu exprimierenden 

Fremdgen in einfacher und dennoch hochselektiver Weise vor- 

zubeugen, wurde folgende Strategie gewahlt: 

Es wurde die Erkennungssequenz fiir das Enzym Bcgl verwendet, 
.30 urn es innerhalb der multiple clonig site zu klonieren, in 
die spater mit beliebigen Enzymen die Fremdsequenz einge- 
setzt werden kann. Bcgl ist eins der Enzyme, bislang das 
einzig kommerziell erhaltliche, die in einem definierten Ab- 
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stand (10/12 Nukleotide) von ihrer Erkennungssequenz sowohl 
vor als auch hinter dieser Sequenz schneiden. * 

Damit wird durch diesen Schnitt des Enzyms .also ein Sequenz- 
5 abschnitt 2x6+10+12 = 34 bp entfernt. Eine anschliefiende Re- 
ligation erzeugt also Sequenzen, aus denen 34 Basenpaare 
entfernt sind. Im Fall einer gezielten Klonierung liegen al- 
so z.B. das letzte Nukleotid der Endoproteinase- 
Erkennungssequenz und das erste Nulkleotid des ersten Codons 
10 des zu klonierenden Proteins unmittelbar zusammen. Bei- 
spielssequenzen sind in Beispiel 1 bei der Auflistung eini- 
ger Anwendungen aufgefuhrt. 

Besondere Vorteile des Bcgl-Systems umfassen dessen Neigung, 
15 je nach Puf f erkonzentration in 10-50% der Falle zu kleinen 
Deletionen (in der Regel 3 Nukleotide) an der Schnittstelle 
zu fuhren. Das bewirkt, daii in diesen Fallen dann die erste 
Aminosaure des zu exprimierenden Fremdproteins, in der Regel 
Methionin, nach dem Verdau mit dem die entsprechende Pro- 
20 teinsequenz erkennenden Enzym. nicht mehr Bestandteil des zu 
exprimierenden Fremdproteins ist, das dabei freigesetzt 
wird. 

Man erhalt ein ahnliches Ergebnis, wenn man zwei Restrikti- 
25 onsendonuklease-Erkennungsstellen verwendet; die eine im 
oder in unmittelbarer Nahe vom Bereich einer Endoproteinase- 
Erkennungssequenz und eine weitere, damit ligationskompati- 
ble Erkennungsstelle, unmittelbar vor der zu exprimierenden 
Fremdprotein-Sequenz, so daft ein Verdau mit der entsprechen- 
30 den Restriktionsendonuklease und anschlieBender Religation 
den Beginn der zu exprimierenden Fremdprotein-Sequenz unmit- 
telbar an die Endoproteinase-Erkennungssequenz heranfuhrt. 
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Im folgenden wird die Erfindung anhand einiger Sequnzen und 
Beispiele erlautert. Es zeigen 

Fig. 1 eine erste Sequenz, 

Fig. 2 eine zweite Sequenz der multiplen Klonierungsstel- 
le, 

Fig. 3 eine dritte Sequenz am Beispiel ■ BamHI, 

Fig. 4 eine vierte Sequenz am Beispiel Clal, . 

Fig. 5 eine der vorhergehenden Sequenzen nach Restriktion 
und Religierung, 

Fig. 6 eine fiinfte Sequenz, namlich eine Fusionssequenz, 
und 



Fig. 7 eine sechste Sequenz, die eine Bcgl-Erken- 
20 nungsstelle enthalt. 

Die in Fig. 1 gezeigte erste Sequenz lafit eine Klonierung in 
alien drei Leserahmen zu. 



15 



25 1. Liegt z.B. unmittelbar vor dem ATG eines zu exprimieren- 
den Fremdgens eine Not I oder AscI Erkennungsstelle, so kann 
dieses Enzym genutzt werden, das Fragment zu einem stumpfen 
Ende aufgefullt werden und an das mit Hindi geschnittene 
Ausgangs-Konstrukt kloniert werden. Das ist in Fig. 2 ge- 

30 zeigt. 

2. Liegt z.B. unmittelbar vor dem ATG eines zu exprimieren- 
den Fremgens eine beliebige Restriktions-Erkennungsstelle, 
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die ein 4 Nukleotide 3 1 uberhangendes Ende generiert, so kann 
dieses Enzym genutzt werden, das Fragment zu einem stumpfen 
Ende aufgeflillt werden und an das mit AccI geschnittene und 
ebenfalls aufgefiillte Ausgangs-Konstrukt — -kloniert werden. 
5 Das ist in Fig. 3 am Beispiel BamHI gezeigt. 

3. Liegt z.B. unmittelbar vor dem ATG eines zu exprimieren- 
den Fremgens eine beliebige Restriktions-Erkennungsstelle, 
die ein 2 Nukleotide 3'uber uberhangendes Ende generiert, so 
10 kann dieses Enzym genutzt werden, das Fragment zu einem 
stumpfen Ende aufgeflillt werden und an das mit Sail ge- 
schnittene und ebenfalls aufgefiillte Ausgangs-Konstrukt klo- 
niert werden. Das ist am Beispiel Clal in Fig. 4 gezeigt. 

15 Nach einer anschlielienden Bcgl Restriktion und Religierung 
liegt in jedem der Falle eine Sequenz vom in Fig. 5 gezeig- 
ten Typ vor. 

Dabei folgt das erste Nukleotid der zu exprimierenden Se- 
20 quenz unmittelbar auf die Xa Protease Erkennungsstelle . 

Beispiel 1: Design des Vektorsystems . 

Es wurde ein induzierbares prokaryontisches Promotorsystem 
25 verwendet, das mit IPTG induzierbare lacZ-System, wie es in 
dem Vektor pQE30 der Fa. Qiagen vorliegt. In diesem Vektor 
folgt danach als erste proteincodierende Sequenz eine Abfol- 
ge von 6 Histidin-Resten. In unserem Konstrukt schlieiJt sich 
unmittelbar daran eine Schnittstelle fur die Endoproteinase 
30 Xa an. Die entsprechende funfte Sequenz ist in Fig. 6 ge- 
zeigt. 

In unserem Konstrukt folgt im AnschluB daran eine multiple 
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cloning site, die eine Bcgl-Erkennungsstelle enthalt. Das 
ist Fig. 7 gezeigt. * 

Da eine Bcgl-Stelle in dem von uns verwencteten Ausgangsvek- 
5 tor ebenfalls in der fur Ampicillinresistenz codierenden Re- 
gion vorkommt, wurde diese dort vorkommende Schnittstelle 
durch in vitro Mutagenese zerstort, die Ampicillinresistenz- 
Eigenschaft blieb dabei erhalten. 

10 Beispiel 2: Klonierung eines Fremdproteins, hier das Struk- 
turprotein VP1 des Polyomavirus, in dieses Klonierungsvek- 
tor-System. 

VP1 enthalt eine fur eine Klonierung geeignete Schnittstelle 
15 (BamHI) im Abstand von 6 Nukleotiden vor seinem Methionin- 
startkodon. Eine weitere fur die Klonierung notwendige 
Schnittstelle, SphI, folgt im Abstand von 59 Nukleotiden auf 
seine codierende Sequenz. Das Klonierungsvektor-System eben- 
so wie das Konstrukt, das die VPl-codierende Region umfaiit, 
20 wurden mit den geeigneten Restriktionsendonukleasen, Ac- 
cl/blunt und SphI, geschnitten. Die codierende Sequenz wurde 
in das so vorbereitete Klonierungsvektorsystem ligiert, 
transformiert und durch Wachstum in E. coli-Zellen (XL1 
blue(laclq), verhindert Expression in Abwesenheit von IPTG) 
25 amplif iziert . Grofiere Mengen des so hergestellten Plasmid- 
konstrukts wurden isoliert und aufgereinigt flir die weitere 
Bearbeitung. 

Das auf gereinigte Konstrukt wurde nun mit dem Enzym Bcgl 
30 verdaut, in einem Agarosegel aufgetrennt und aufgereinigt 
und anschliefiend religiert und erneut in Bakterien, die fur 
eine Expression besonders geeignet sind (RB791, ein Derivat 
von W3110 mit lac!qL8) transformiert und dort amplif iziert . 
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In drei unabhangigen Klonen wurde gefunden, dafl die codie- 
rende Sequenz des VPl-Proteins, beginnend mit I^ethionin, un- 
mittelbar nach der letzten Aminosaure der Faktor Xa- 
Schnittstelle vorkam ( IleGluGlyArg) . 

5 

In einem Klon wurde f estgestellt, dali auf die Sequenz des 
Faktor Xa die codierende Sequenz des VPl-Proteins folgte, 
dafl jedoch die drei Nukleotide, die fur Methionin codie- 
ren, deletiert waren. Bei Wiederholung der Versuche mit 
10 weiteren Proteinen wurden ahnliche Ergebnisse erhalten. 

Beispiel 3: Expression eines Fremdproteins 

Konstrukte, die fur ein Fusionsprotein mit VP1 codierten, 

15 wurden in Bakterienzellen (RB79 1) transf ormiert und in ei- 
ner Ubernachtkultur angezogen. Aus dieser Ubernachtkultur 
wurden Bakterienkulturen bis zu einer Dichte von ca 0,8A 6 oo 
herangezogen. Anschlieftend wurde durch Zugabe von IPTG eine 
Expression des Fusionsproteins umfassend die Histidinreste, 

20 die Faktor Xa-Erkennungsstelle und VP1, induziert. Nach 6 
Stunden Induktion wurde Gesamtprotein geerntet und ein 
Aliquot zur Uberprlifung der Induktionsef f izienz auf ein Gel 
aufgetragen. Der Hauptteil dieser Proteinmischung wurde an 
eine Nickelchelat-Saule entsprechend den Angaben des Her- 

25 stellers (Qiagen) gebunden und dort mit verschieden Puffern 
gewaschen. Mittels einer Losung, die 50 mM ETGA enthalt, 
lalit laftt sich das Fusionsprotein aus der Saule eluieren. 
In unserem Fall wurde jedoch durch anschlieftenden Verdau 
unter Zugabe der Endoproteinase Faktor Xa das reine Expres- 

30 sionsprotein VP1 freigesetzt. 
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Patentanspruche 

1. Ein Vektor-System zur Klonierung bestehend aus einer 
Sequenz von Nukleotiden, welches 

5 eine Fusionssequenz (1) 

und eine oder mehrere Restriktionsendonuklease- 
Erkennungsstellen fur Restriktionsendonukleasen (2), die 
aufterhalb ihrer Erkennungsstellen schneiden, 

zusatzlich zu einer oder mehreren weiteren fur eine 
10 Klonierung eines Fremdproteins verwendbaren Restrikt ionsen- 
donuklease-Erkennungsstellen (3) sowie die Sequenz fur das 
gewiinschte Fremdprotein enthalt, 

wobei durch anschlieliende Restriktion mit den Restrik- 
tionsendonukleasen (2) und nachfolgende Religierung die 
15 Fremdprotein-Sequenz unmittelbar an die Fusionssequenz (1) 
zu liegen kommt. 

2. Vektor-System gemafi Anspruch 1, wobei die Fusionsse- 
quenz (1) eine Endoproteinase-Erkennungssequenz codiert. 

20 

3. Vektor-System gemafi Anspruch 1 oder 2, wobei bei der 
Verwendung von mehreren Restriktionsendonulease- 
Erkennungsstellen (2) diese vom gleichen oder isoschizome- 
ren Enzym erkannt werden. 

25 

4. Vektor-System gemafi Anspruch 1 oder 2, wobei die Re- 
strikt ionsendonukleasen-Erkennungsstellen (2) zwei unter- 
schiedliche, aber ligationskompatible Restriktionsendonu- 
klease-Erkennungsstellen sind. 

30 

5. Vektor-System gemafi Anspruch 1 oder 2, wobei nur eine 
Restriktionsendonuclease-Erkennungsstelle (2) mit zwei 
Schnittstellen vorliegt. 
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6. Vektor-System nach Anspruch 5, wobei die pJestriktions- 
enonuklease-Erkennungsstelle (2) eine Erkennungsstelle fur 
Bcgl ist. 

5 

7. Verwendung eines Vektor-Systems gemaft einem der An- 
spruche 1-6 zur Klonierung. von Fremdproteinen. 

8. Kit zur Klonierung von Fremdproteinen, enthaltend ein 
10 Vektor-System gemaft einem der Anspruche 1-6. 

9. Verfahren zur Klonierung von Fremdproteinen unter Ver- 
wendung eines Klonierungsvektor-Systems gemaft einem der An- 
spruche 1-6, dadurch gekennzeichnet, daft die Nukleinsaure- 

15 Sequenz ftir das gewiinschte Protein in eine multiple Klonie- 
rungsstelle (3) inseriert wird, die der Fusionssequenz (1) 
benachbart ist, und durch anschlieftende Restriktion mit der 
Restriktionsendonuclease (2) und nachfolgende Religierung 
die Fremdproteinsequenz unmittelbar an die Fusionssequenz 
* 20 (1) zu liegen kommt und anschlieftende Expression des Fusi- 
onsproteins . 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet , daft 
nach der Expression des Fusionsproteins das gewiinschte Pro- 

25 tein durch Spaltung des Fusionsproteins an einer am Ende der 
Fusionssequenz ( 1 ) lokalisierten Endoprotease-Schnittstelle 
erhalten wird. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daft 
30 durch Verwendung von Bcgl als Restriktionsendonuclease (2) 

am gewiinschten Protein die N-terminale erste Aminosaure de- 
letiert ist. 
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